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脳虚血による神経細胞死における恒常的活性型カルシニューリンの機能的役割
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Excessive Ca2＋ elevation resulting from activation of NMDA and other Ca2＋ channels is thought to play a pivotal
role in pathologic events following brain ischemia. The Ca2＋ elevation directly triggers necrotic or apoptotic cell death
through activation of Ca2＋/calmodulin (CaM)-dependent enzymes, including calcineurin (CaN). CaN, a Ca2＋/CaM-
dependent serine/threonine protein phosphatase, partly mediates apoptosis associated with neuronal death. In a mouse
middle cerebral artery occlusion (MCAO) model, calpain, a Ca2＋-dependent cysteine protease, converted CaN to the
constitutively active form of 48 kDa in vivo. The calpain-induced CaN activation mediated delayed neuronal death
through translocation of nuclear factor of activated T-cells (NFAT) and FKHR, a forkhead box class O family member
(FOXO) into neuronal nuclei after brain ischemia. The FKHR activation occurred through decreased Akt activity with
concomitant dephosphorylation by constitutively active CaN. Thereafter, FKHR formed a complex with CaN and in
turn translocated into nuclei after brain ischemia. After nuclear translocation of NFAT and FKHR, the transcription
factors stimulated expression of Fas-ligand by binding to its promoter regions. Taken together, constitutively active
CaN mediates delayed neuronal death through Fas-ligand expression via up regulation of both NFAT and FKHR tran-
scriptional activity in brain ischemia.
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1. はじめに

脳は，エネルギーの貯蔵がほとんどないにもかか

わらず極めて活発な代謝を行っている臓器で，多く

の血流を要求し，全体の 1/51/4 の酸素とブドウ糖

を消費する．1,2)一方，エネルギー供給の遮断に対し

て極めて脆弱である．脳の虚血部位では短時間に再

灌流が起これば脳機能の回復が期待されるが，一定

時間以上の虚血が続くと不可逆的神経細胞障害が生

じる．3)また，不可逆的変化に陥った虚血中心部位

の周辺には虚血後も一時的に神経細胞が生存してい

るペナンブラと呼ばれる部分が存在するが，一定時

間後に血流が回復しても一部はその後細胞死に至る

ことが知られており，遅発性神経細胞死と呼ばれて

いる．4)

脳虚血による神経細胞死の中で，ATP の枯渇に

よるネクローシスとは異なる遅発性の選択的神経細

胞死の機序を説明する仮説として，現在最も重視さ

れている仮説は「グルタミン酸・カルシウム仮説」

である．この仮説はげっ歯類を用いた実験上の一過

性脳虚血後の海馬錐体神経細胞死のみならず，臨床

上のペナンブラ領域の神経細胞死にも当てはま

る．5,6)細胞内 Ca2＋ 濃度上昇は Ca2＋ 依存性プロテ

アーゼであるカルパインの活性化を起こし，細胞骨

格タンパク質を分解する．カルパインは，Ca2＋ に

よって活性化される細胞内システインプロテアーゼ

である．7)脳虚血障害においては，カルパインの基

質であり細胞骨格タンパク質であるフォドリンの分

解がみられ，カルパインが神経細胞膜構造を破壊す

る．8)タンパク質のリン酸化・脱リン酸化反応によ

る細胞内情報伝達系に関しては，Ca2＋ 依存性酵素

の中でも，Ca2＋/calmodulin (CaM）依存性一酸化
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窒素合成酵素 nitric oxide synthase (NOS）が脳虚血

における神経細胞死に重要な役割を果たすことが示

唆されている．NOS は CaM を介して活性化さ

れ，一酸化窒素 nitric oxide (NO）を産生する．脳

虚血においては NO は持続的に産生され，9)ミトコ

ンドリアの呼吸鎖の抑制や DNA 合成障害をもたら

す．この際，NO は活性酸素であるスーパーオキシ

ドラジカルと反応し，最も神経毒性のあるパーオキ

シナイトライトへと代謝され，組織障害を悪化させ

る．10,11)一方，Ca2＋/CaM 依存性脱リン酸化酵素で

あるカルシニューリンも脳虚血における神経細胞死

に関与することが示唆されているが，その詳細なメ

カニズムは明らかとされていない．本論文では脳虚

血におけるカルシニューリン活性化機構と神経細胞

死に関する研究について報告する．

2. 脳虚血におけるカルパインの活性化による恒

常的活性型カルシニューリンの産生について

脳虚血に陥ると，NMDA 受容体と電位依存性

Ca2＋ チャネルの活性化により細胞外から過剰の

Ca2＋ が流入し，Ca2＋ 依存性プロテアーゼであるカ

ルパインが活性化されタンパク質の分解や変性が起

こる．12,13)変性タンパク質の蓄積は小胞体ストレス

を引き起こし，アポトーシス関連遺伝子の誘導やミ

トコンドリア依存性アポトーシスが起こる．1416)さ

らに，Ca2＋ は Ca2＋ 依存性酵素の活性化を介して

神経細胞死を誘導する．特に，Ca2＋/CaM 依存性

脱リン酸化酵素であるカルシニューリンは細胞死に

おいて重要な役割を担っている．実際に，カルシニ

ューリン阻害薬である FK506 やシクロスポリン A

は脳虚血やグルタミン酸神経毒性における神経細胞

死を抑制する．1720)

カルシニューリンはカルシニューリン A とカル

シニューリン B の 2 つのサブユニットからなる 2

量体であり，脳内タンパク質の約 1％を占める神経

細胞に豊富に存在する脱リン酸化酵素である．21)カ

ルシニューリン A は脱リン酸化酵素活性も持った

触媒領域と CaM 結合領域，カルシニューリン B 結

合領域，自己抑制領域を持つ．一方，カルシニュー

リン B は 4 分子のカルシウムイオンが結合できる

構造を持っている．この 2 つのサブユニットは強固

に 1：1 で結合しホロ酵素を形成している．カルシ

ニューリンは他の Ca2＋/CaM 依存性酵素よりも低

いカルシウム濃度で活性化する．言い換えれば，カ

ルシウムイオンに対して感受性が高い．22)しかし，

生体内では種々の内在性活性抑制タンパク質と複合

体を形成することにより活性が抑制されている．2326)

カルシニューリンは細胞死において重要な役割を

担っている．in vitro の実験では，カルシニューリ

ンの活性化による NFAT の活性化は T 細胞のアポ

トーシスを誘導する．27)また，T 細胞ハイブリドー

マにおける抗-CD3-抗体誘導性のアポトーシスは

NFAT 活性化による細胞死因子 Fas-ligand の産生

によるものであることが示唆されている．28)ヒト T

細胞においてもカルシニューリンを介した NFAT

の脱リン酸化，それに伴う Fas-ligand の誘導はア

ポトーシスを誘導する．29) in vivo 実験においては，

ラット線条体におけるメタンフェタミン誘導性の神

経細胞死においてカルシニューリンの脱リン酸化に

よる NFAT の活性化はアポトーシスの引き金とな

る．30)しかしながら，カルシニューリンの虚血性神

経細胞死における役割は不明である．

脱リン酸化酵素カルシニューリンとタンパク質分

解酵素カルパインはいずれも Ca2＋ 依存性に調節さ

れ，Ca2＋ によって活性化されるアポトーシスシグ

ナルの開始点に位置している．これらは，それぞれ

神経細胞死などで重要な働きをするとされてきたも

のの，これまでは互いに独立した系であると考えら

れてきた．しかしながら，近年，神経毒であるカイ

ニン酸処理による神経細胞死において，Ca2＋ 上昇

により活性化されたカルパインがカルシニューリン

の限定分解を引き起こし，その結果カルシニューリ

ンは Ca2＋ 非依存性の恒常的活性型に変化し細胞死

を引き起こすことが示唆された．カルシニューリン

に Ca2＋/CaM が結合すると，A サブユニットの自

己抑制領域が触媒領域から離れ，カルシニューリン

は活性化状態となる．この変化は可逆的であり，生

理的な Ca2＋ 上昇においてはカルシニューリンの活

性化反応は一過性である．しかし，カイニン酸誘発

性の神経細胞死では細胞内へ過剰なカルシウム上昇

が起こるとカルパインが活性化され，カルパインが

A サブユニットの自己抑制領域を切断することに

より，カルシニューリンは 48 kDa の恒常的活性化

状態となる（Fig. 1）．しかしながら，脳虚血に伴

って恒常的活性型カルシニューリンが産生されるの

か，さらにカルシニューリンによってどのようなア

ポトーシス関連遺伝子が誘導されるのか明らかとな
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Fig. 1. Schematic Drawing of Calcineurin (CaN) Structure
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っていない．

私達は，カルパインによるカルシニューリンの分

解が脳虚血によって起こるか検討するため，48

kDa カルシニューリンの産生について解析した．

脳虚血モデルは一過性中大脳動脈閉塞マウスを用い

た．150 kDa フォドリン分解産物は脳虚血によって

カルパイン特異的に分解され，産生するタンパク質

である．8)本研究ではカルパイン特異的 150 kDa 分

解産物を特異的に認識する抗体を用いて免疫ブロッ

トした．その結果，150 kDa フォドリン分解産物の

産生の増加によって脳虚血後カルパインが活性化す

ることが確認され，その分解は特に脳虚血再灌流 0

2 時間後に強く起こることが示唆された［Fig. 2

(a)］．150 kDa フォドリン分解産物の産生と同じ時

間経過で，48 kDa カルシニューリンが脳虚血再灌

流 02 時間後に一過性に有意な上昇がみられた

［Figs. 2(a) and (b)］．この 48 kDa カルシニューリ

ンの産生がカルシニューリン活性上昇と相関するか

検討するため，免疫沈降法による脱リン酸化酵素活

性測定を用いて Ca2＋/CaM 存在下及び非存在下の

条件で活性測定を行った．48 kDa カルシニューリ

ンタンパク質の産生と一致して，Ca2＋/CaM 非依

存性のカルシニューリン活性が脳虚血再灌流 2 時間

後をピークとして有意に上昇した［Fig. 2(c)］．さ

らに，Ca2＋/CaM 依存性の総カルシニューリン活

性に関しても脳虚血再灌流 06 時間後に有意な増加

がみられた．

また，脳内で恒常的活性型カルシニューリンが

NFATc4 の核内移行に関与するか検討を行ったと

ころ，NFATc4 は虚血再灌流 02 時間後に細胞質

画分において有意に減少し，核抽出物において増加

した．核抽出物における NFATc4 の増加は 48 kDa

カルシニューリンの産生の時間的経過と一致するこ

とから，虚血条件において NFATc4 は恒常的活性

型カルシニューリンによって脱リン酸化されている

可能性が示唆された．さらに免疫染色の結果から

も，脳虚血後 NFATc4 だけでなくカルシニューリ

ンも核内移行することが示唆された．31)

3. 脳虚血におけるカルシニューリン活性化反応

に伴う NFAT と FKHR の脱リン酸化反応と Fas-

ligand 誘導との関連性

神経細胞にはストレスに対する様々な防御機構が

備わっている．脳虚血においても Heat shock pro-

tein などの熱ショックタンパク質が誘導される．32)

また，脳虚血に伴ってチロシンキナーゼ系が亢進す

ることから，種々の細胞成長因子や増殖因子の受容

体の活性化反応が起こると考えられる．主要なもの

としては脳由来神経栄養因子（BDNF）が誘導され

る．33)このように神経細胞における生存シグナルが

脳虚血において活性化されることは神経細胞のスト

レスに対する防御反応と考えられている．私達はこ

れまで生存シグナルの Akt（Protein kinase B）活性

の減少は脳虚血において神経細胞死を引き起こすこ

とを示唆してきた．3440) Akt は細胞質において，

Caspase-9，41) class O members of the forkhead fami-

ly (FOXO），42) Bad，43)などのアポトーシス誘導因
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Fig. 2. Production of a 150-kDa Fodrin Breakdown Product
and a 48-kDa Constitutively Active CaN and Changes in
Ca2＋/CaM-dependent and -independent CaN Activities after
Ischemia
(a) Extracts obtained from the ipsilateral hemisphere subjected to

MCAO were analyzed in immunoblotting using a speciˆc antibody recogniz-
ing the 150-kDa fodrin breakdown product (fodrin BDP), calcineurin
(CaN), and b-tubulin. Top, representative images of an immunoblot show-
ing the 150-kDa fodrin BDP. Middle, representative images of an immuno-
blot showing 60- and 48-kDa CaN. Bottom, representative images of an im-
munoblot showing b-tubulin. (b) Quantitative analysis of cleaved 48-kDa
CaN was performed by densitometric scanning of immunoreactive bands.
(c) The activities of Ca2＋/CaM-dependent (open bars) and Ca2＋/CaM-in-
dependent (closed bars) enzymes in extracts were measured. Values repre-
sent mean±S.E.M. of data from four independent experiments. #p＜0.05,
p＜0.05. ##p＜0.01, p＜0.01 vs. sham-operated animals (modiˆed from
Ref. 31).
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子をリン酸化し，不活性化することで神経細胞の生

存を促進する．Akt の下流標的分子の FOXOs はフ

ォークヘッド型の DNA 結合ドメインを持つ転写因

子で，主にインスリンシグナル経路によって制御さ

れる．FOXO ファミリーの機能は細胞周期やアポ

トーシスの制御，DNA 修復，酸化ストレスに対す

る防御など多岐にわたるが，その詳しい分子機構に

ついてはほとんど明らかにされていない．FOXO

ファミリーの中で，FOXO1（forkhead in rhabdo-

myosarcoma; FKHR）は C. elegans の DAF-16 と相

同のフォークヘッド型転写因子で FKHR は核内で

細胞死誘導タンパク質である Fas-ligand や Bim を

誘導する転写因子である．FKHR は Akt により

Ser-256 をリン酸化されることによって 1433 タン

パク質にトラップされ，核内移行とその転写活性が

阻害される．42,44,45)私達はこれまでの研究で，脳虚

血において Akt 活性の減少により，なんらかの脱

リン酸化酵素によって FKHR（Ser-256）が脱リン

酸化され，核内移行を促進し，神経細胞死が引き起

こされることを明らかにした．34,35,40)以上の背景に

基づき，脳虚血後 FKHR がカルパインによって活

性化された恒常的活性型カルシニューリンによって

脱リン酸化されるか，また，恒常的活性型カルシニ

ューリンに脱リン酸化された NFAT と FKHR は

Fas-ligand の発現に係わるか脳虚血モデルで検討し

た．

Akt の活性化には Thr-308 と Ser-473 のリン酸化

が必須である．46)マウス中大脳動脈閉塞モデルを用

いて Akt のリン酸化レベルを Ser-473 と Thr-308 を

認識する抗体を用いて免疫ブロット法により検討を

行ったところ，Phospho-(P-)Akt（Ser-473）は虚

血再灌流 2 時間後に一過性に減少し，6 時間後には

有意に上昇した．一方，Akt（Thr-308）は虚血再

灌流 26 時間後にかけて有意に減少した．これらの

結果はマウス中大脳動脈閉塞モデルにおいて Akt

活性が虚血再灌流 26 時間後に減少することを示唆

している．また，Akt の下流の標的分子である P-

FKHR（Ser-256）についても検討を行った．P-

FKHR（Ser-256）は虚血再灌流 26 時間後に有意

に減少した．この P-FKHR（Ser-256）の脱リン酸

化の時間的変化は P-Akt（Thr-308）の低下と一致

したことから，Akt 活性の減少は部分的に P-

FKHR（Ser-256）のリン酸化の減少に関与すると

考えられる．

次に，FKHR を脱リン酸化する脱リン酸化酵素

について検討を行った．恒常的活性型カルシニュー

リンは虚血再灌流 2 時間後に最も活性化することを

示唆している．31)さらに，カルシニューリン活性と
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Fig. 3. CaN and FKHR Form a Complex, Which Trans-
locates into Nuclei after Brain Ischemia
(a) Extracts were obtained from the ipsilateral hemisphere from sham-

operated animals (lane 1) and ischemic animals subjected to MCAO for 2 h
with vehicle (lane 2) or FK506 treatment (lane 3). The extracts underwent
immunoprecipitation (IP) with the anti-CaN antibody, and immunopre-
cipitates were then analyzed by immunoblotting (IB) with anti-FKHR an-
tibody. The negative control was immunoprecipitated with anti-CaMKII an-
tibody (lane 4). (b) Extracts were obtained from sham-operated animals
(lane 1) and ischemic animals subjected to MCAO for 2 h with vehicle (lane
2). The extracts underwent IP with the anti-FKHR antibody, and im-
munoprecipitates were then analyzed by IB with anti-CaN antibody. (c)
Hippocampal slices from sham and ischemic animals 2 h after MCAO were
double-stained with FKHR and CaN antibodies (modiˆed from Ref. 49).

17No. 1

P-FKHR（Ser-256）の脱リン酸化の時間的経過は

ほぼ一致している．これらの理由から，恒常的活性

型カルシニューリンは P-FKHR（Ser-256）を脱リ

ン酸化する酵素である可能性が考えられる．カルシ

ニューリンの特異的阻害剤である FK506（3 mg/

kg, i.p.）を脳虚血 10 分前に前投与し，P-FKHR

（Ser-256）に関して虚血再灌流 2 時間後に検討を行

ったところ，FK506 は部分的ではあるが，有意に

FKHR の脱リン酸化を抑制した．

FKHR は脱リン酸化されると核内へ移行す

る．40,47)一方，Shibasaki48) らは骨肉種 U2OS 細胞

においてカルシニューリンが NFAT4 を脱リン酸化

し，複合体を形成して核内移行することを示した．

そこで，脳虚血後にカルシニューリンが FKHR と

複合体を形成するか検討を行った．偽手術群，ある

いは脳虚血処置群のサンプルをカルシニューリン抗

体を用いて免疫沈降し，FKHR 抗体を用いて免疫

ブロットを行い，免疫複合体を同定した［Fig. 3

(a)］．無処置群において，わずかに複合体が検出さ

れた（lane 1）．一方，虚血処置群ではカルシニュー

リン/FKHR 複合体が顕著に増加した（lane 2）．し

かしながら，FK506 処置マウス脳においてはこの

複合体の形成を抑制することができなかった（lane

3）．また，FKHR 抗体で免疫沈降を行い，カルシ

ニューリン抗体で免疫ブロットを行ったところ

［Fig. 3(b)］，無処置群において，60 kDa 付近にわ

ずかに複合体が検出された（lane 1）．一方，虚血

群では，60 kDa 複合体が増加していることに加え

て，48 kDa の複合体も検出された（lane 2）．これ

らの結果は，脳虚血において 60 kDa のみならず，

48 kDa 恒常的活性型カルシニューリンも FKHR と

の複合体を形成することを示唆している．さらに，

脳虚血再灌流 2 時間後における海馬 CA1 領域の免

疫染色を行い，カルシニューリンと FKHR の局在

について検討した．カルシニューリンと FKHR は

偽手術群のマウス海馬において CA1 錐体細胞の細

胞質に局在がみられた．脳虚血再灌流 2 時間後にお

いてはカルシニューリンと FKHR の局在が細胞質

だけでなく，核内においても強い染色性がみられた

［Fig. 3(c)］．さらに，脳虚血群においてカルシニ

ューリンと FKHR の核内における共局在は同じ神

経細胞で多くみられた．これらの結果は，カルシニ

ューリンは FKHR と複合体を形成し，FKHR を活

性化し核内移行して転写活性を上昇させることを示

している．49)

また，脳虚血後に核内移行した FKHR と NFAT

が細胞死関連因子の発現に係わるか検討するため，

Fas-ligand のプロモーター領域内のオリゴヌクレオ

チドを用いてゲルシフトアッセイを行った．結果と

して，FKHR と NFAT の両方が虚血再灌流 26 時

間後に Fas-ligand の転写活性を増加させることが

示された．49)

4. おわりに

これまでの結果を模式的に示す（Fig. 4）．脳虚

血により細胞内への過剰な Ca2＋ 流入が起こり，ま

た，Akt 活性が低下する．脳虚血による Akt 活性

低下のメカニズムは現在のところ不明であるが，カ

ルシニューリンが Akt の脱リン酸化反応に関与す

るという報告もある．50)細胞内に過剰流入した



hon p.6 [100%]

18

Fig. 4. Generation of Constitutively Active CaN and Fas-
ligand Expression in Neurons after Brain Ischemia
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Ca2＋ は Ca2＋ 依存性プロテアーゼであるカルパイ

ンを活性化する．また，同時にカルシニューリンも

活性型となる．さらに，活性化したカルパインは活

性型カルシニューリンを切断し，活性型カルシニ

ューリンを恒常的活性型とする．恒常的活性型カル

シニューリンは FKHR と NFAT を脱リン酸化し，

それらと複合体を形成し，核内移行する．核内移行

した FKHR と NFAT はそれぞれ Fas-ligand プロ

モーターに結合し，Fas-ligand の転写活性を上昇さ

せる．Fas-ligand の発現上昇により，神経細胞死が

引き起こされる．また，脳虚血における FK506 の

神経保護効果のメカニズムには，カルシニューリン

活性を抑制することにより，FKHR と NFAT の脱

リン酸化を抑制すること，及びそれら転写因子によ

り誘導される Fas-ligand の発現を抑制することが

神経細胞死の抑制に関与することが今回の研究で示

された．さらに，細胞の生存シグナルである Akt

の上流を活性化する薬物である 4 価バナジウム化合

物 VO（OPT）が Fas-ligand などのアポトーシス誘

導因子発現を抑制することにより，マウス脳虚血に

おける神経細胞死に対して抑制効果を持つことを明

らかとした．51)

本総説では，マウス中大脳動脈閉塞モデルにおけ

る恒常的活性型カルシニューリンの産生機序とカル

シニューリン活性化による Fas-ligand の誘導メカ

ニズムとその病態生理的意義に関して，いくつかの

新しい知見を述べた．細胞内における恒常的活性型

カルシニューリン産生によるカルシニューリン活性

上昇は，今回検討した脳虚血だけでなく，カルパイ

ンが活性化するような神経変性疾患，例えば，グル

タミン酸誘発性神経毒，脳挫傷，アルツハイマー病

などの病態においても起こることが予想され

る．5257)今回の研究が，神経変性疾患の原因療法に

貢献でき，薬物治療の選択肢を広げる有用なものと

なれば幸いである．
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